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L'invention conceme le domaine de la separation des constituants 
d'echantillons complexes par chromatographie. 

Les techniques de chromatographie, appelees « chromatographie liquide 
sur colonne » et « chromatographie planaire », permettent de separer les 
constituants d'un echantillon dans un milieu attracteur appele « phase 
stationnaire », a I'aide d'un fluide porteur appele « phase mobile ». 

Ces techniques different par le type de phase stationnaire utilise et par le 
mode d' introduction de I'echantillon dans la phase stationnaire. Plus precisement, 
en chromatographie liquide sur colonne (plus connue sous I'acronyme anglais 
HPLC pour High Performance Liquid Chromatography) I'echantillon et la phase 
mobile sont introduits dans une boucle d'injection qui alimente une cotonne, 
generalement cylindrique, contenant la phase stationnaire. L'operateur controle le 
debit de la phase mobile dont Nnjection s'effectue en continu, et par consequent 
I' injection de I'echantillon se fait dans un systeme equilibre. Les constituants 
.separes de I'echantillon sortent de la colonne, puis sont elues* et detected en 
continu. Cette technique permet une automatisation complete, mais elle ne permet 
pas que plusieurs echantillons soient traites simultanement sur une meme colonne ; 
seule la juxtaposition de plusieurs installations independantes peut permettre un 
traitement en parallele. Par ailleurs, cette technique consomme une grande quantite 
de phase mobile. 

En chromatographie planaire, on distingue deux sous-techniques appelees 
chromatographie en couche mince (plus connue sous I'acronyme anglais TLC pour 
Thin Layer Chromatography) et chromatographie sous flux force (plus connue sous 
I'acronyme anglais OPLC pour OverPressured Layer Chromatography ou Optimum 
Performance Layer Chromatography). Dans ces deux sous-techniques planaires 
differents echantillons sont deposes en des endroits choisis sur une couche formant 
la phase stationnaire, puis entrafnes par la phase mobile selon un ordre connu 
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fonction de leur retention. Dans la TLC les echantillons sont places sur une phase 
stationnaire avant I'injection de la phase mobile. La phase stationnaire etant 
partiellement au contact de I' atmosphere, on constitue de ce fait un systeme a trois 
phases. Les echantillons ne sont pas elues et la detection s'effectue dans un 
detecteur externe apres evaporation de la phase mobile. Dans I'OPLC, la phase 
stationnaire est hermetiquement isolee de I'atmosphere, et I'on exerce sur celle-ci 
une pression externe. Les echantillons peuvent etre injectes avant la mise en 
mouvement de la phase mobile, comme dans le cas de la TLC, ou lorsque le 
systeme est equilibre, comme dans le cas de I'HPLC. De ce fait la detection peut 
s'effectuer de facon semi-continue ou discontinue. Ces deux sous-techniques 
permettent d'effectuer des detections successives sur une multiplicite d'echantillons 
venant d'etre traites, mais elles ne permettent pas une automatisation complete. De 
plus, elles s'effectuent de maniere discontinue, limitant ainsi la productivity tout en 
augmentant les couts de traitement des echantillons. 

L'invention a pour but de resoudre tout ou partie des inconvenients 
presentes ci-avant. 

Elle propose a cet effet une installation de traitement d'echantillons par 
separation chromatographique, dans laquelle on prevoit : 

* des moyens d'alimentation permettant de delivrer au moins une phase mobile, 
sous un debit choisie et/ou une pression limite choisie, 

* des moyens dapprovisionnement permettant de delivrer separement une 
multiplicite d'echantillons, 

* une multiplicite de moyens d'injection (par exemple de type vanne d'injection a 
boucle interne ou externe) presentant chacun au moins une premiere entree pour 
recevoir un echantillon delivre par les moyens d'approvisionnement, une seconde 
entree pour recevoir la (ou les) phase(s) mobile(s), et une sortie pour delivrer la (ou 
les) phase(s) mobile(s) et/ou I'echantillon, 

* au moins une phase stationnaire qui definit au moins une multiplicite de canaux de 
traitement d'echantillon, chaque canal debutant en un premier endroit choisi et 
debouchant en un second endroit choisi, et 
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* au moins une chambre logeant la phase stationnaire et comportant, d'une 
premiere part, des moyens de pressurisation externe pour appliquerune pression 
externe d'intensite choisie sur une face de la phase stationnaire, d'une. seconde 
part, une multiplicite d'entrees raccordees chacune a la sortie d'un moyen 
d'injection, pour delivrer la (ou les) phase(s) mobile(s) et/ou les echantillons au 
niveau des differents premiers endroits, et d'une troisieme part, au moins une 
premiere multiplicite de sorties pour evacuer la multiplicite d'echantillons traites 
dans les canaux et parvenus au niveau des differents seconds endroits. 

L' expression « phase mobile » doit etre comprise dans un sens large. Elle 
designe tout fluide permettant de deplacer les constituants d'un echantillon sur une 
phase stationnaire, qu'il s'agisse d'un liquide, tel qu'un eluent, ou d'un gaz, tel que 
de I'air permettant de chasser (ou pousser) un solvant prealablement introduit.dans 
la chambre de separation. 

L'invention presente ainsi les avantages des installations de type HPLC, 
pour ce qui concerne I'automatisation, et les avantages des installations de type 
OPLC, pour ce qui concerne le traitement simultane d'une multiplicite d'echantillons 
sur une unique phase stationnaire. 

Selon une autre caracteristique de l'invention, ('installation corfiprend 
egalement des moyens de collecte permettant de collecter de fagon individualisee 
chaque echantillon traite et/ou phase mobile delivre(s) par chacune des sorties de 
la chambre, en vue de le(s) stacker dans un recipient. La collecte peut etre de type 
volumique, temporel ou a detection de seuil de signal. Par ailleurs, les moyens de 
collecte peuvent comporter une multiplicite de sorties et des moyens d'aiguillage 
pour delivrer selon les cas chaque echantillon et/ou phase mobile collecte au 
niveau de Tun des recipients et/ou au niveau de Tune des sorties. 

Selon encore une autre caracteristique de ('invention, ('installation 
comprend des premiers moyens de detection (de preference non invasifs, comme 
par exemple des detecteurs de photons visibles ou dans P ultra-violet) permettant 
d'analyser simultanement, ou sequentiellement, les echantillons traites qui sont 
delivres par les sorties de la chambre. Ces premiers moyens de detection peuvent 
etre installes entre les sorties de la chambre et les moyens de collecte, ou bien en 
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aval des sorties des moyens de collecte (par exemple s'ils comportent des moyens 
d'aiguillage). 

Avantageusement, I' installation peut egalement comporter des seconds 
moyens de detection permettant d'effectuer simultanement sur une multiplicite de 
voies, ou sequentiellement sur une unique voie, par exemple en aval des premiers 
moyens de detection, d'autres analyses que celles effectuees avec les premiers 
moyens de detection. Ces seconds moyens de detection sont de preference 
installes en parallele des moyens de collecte, et effectuent, par exemple, une 
detection de fluorescence, une detection par refractometrie, une detection par 
diffraction de lumiere, ou une detection par spectrometrie de masse. 

L' installation peut comporter en outre d'autres caracteristiques, prises 
separement et en combinaison, et notamment : 

* des moyens de memorisation pour stacker les resultats delivres par les differents 
moyens de detection ; 

des moyens d'approvisionnement comprenant un dispositif de prehension 
d'echantillon a deplacement tri-dimensionnel, permettant d'extraire les echantillons 
a traiter, contenus dans des conteneurs individualises, pour alimenter les premieres 
entrees des differents moyens d'injection ; 

* une chambre agencee pour recevoir un tiroir extractible comprenant la phase 
stationnaire, eventuellement integre dans une cassette extractible; 

* des moyens de regulation permettant de controler la temperature d'une partie au 
moins de la phase stationnaire a I'interieur de la chambre. 

L' installation presentee ci-avant est particulierement adaptee aux 
applications suivantes : criblage de molecules, notamment par couplage de ligand 
(immuno-chromatographie ou hybridation moleculaire), separation par echange 
d'ions, preparation d'echantillons pour la chimie combinatoire ou I'extraction de 
produits naturels. 

D'autres caracteristiques et avantages de I'invention apparaitront a 
I'examen de la description detaillee ci-apres, et des dessins annexes, sur lesquels : 
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- la figure 1 iliustre schematiquement un exemple cP installation selon ('invention, 

- la figure 2 est une vue en coupe longitudinale d'une variante de colonne plate de 
type bidirectionnel, et 

- la figure 3 est une vue en coupe longitudinale de deux colonnes plates 
bidirectionnelles montees en serie. 

Dans la description detaillee qui suit, il sera fait reference a une installation 
de traitement d'echantillons complexes par separation chromatographique sous flux 
force (ou OPLC). On entend ici par traitement d'un echantillon, principalement la 
separation des constituants qui le composent, couplee, eventuellement, a une ou 
plusieurs analyse(s) en ligne et/ou hors ligne de ces constituants separes. 

L' installation illustree sur la figure 1 comporte tout d'abord un module de 
pompage 1 , alimente par un reservoir de fluide porteur 2, et de preference au moins 
deux reservoirs contenant des fluides porteurs differents. 

Les fluides porteurs (ou phases mobiles) sont generalement des solvants 
qui doivent etre introduits dans ('installation sous une pression choisie/qui varie 
selon la resistance a I'ecoulement a I'interieur de la phase stationnaire 3 (oCi 
colonne plate de separation), qui sera decrite plus loin. Le module de pompage 1 
comporte une ou plusieurs pompes a debit constant, mais programmables, et 
pouvant fonctionner sequentiellement ou simultanement selon les besoins, par 
exemple pour generer un melange sous la forme d'un gradient continu. Les 
solvants sont distribues sous une pression qui est du meme ordre de grandeur que 
la pression externe appliquee a la colonne plate de separation 3. A cet effet, les 
pompes sont congues pour delivrerdes pressions comprises entre environ 1 bar et 
100 bars, et typiquement de I'ordre de 50 bars. 

Les gradients sont realises soit sous haute pression dans une chambre de 
melange (non representee) par une programmation des debits relatifs des pompes 
a I'aide d'un module de commande de Tinstallation (non represents), soit sous 
basse pression a I'aide d'une vanne permettant une altemance rapide et 
programmee. Les pompes peuvent etre agencees de maniere a recevoir plusieurs 
jeux de tetes offrant une large gamme de debits. La pression exterrie appliquee sur 
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la plaque peut etre regulee en fonction de la pression necessaire pour reguler 
Tunite de separation. 

Preferentiellement, le volume mort qui se cree entre I'instant de preparation 
du melange des solvants et Tinstant d'introduction dans la colonne 3 est minimise 
par ('utilisation de tetes de pompe a volume reduit ainsi que par I'utilisation de 
capillaires d'alimentation de la colonne plate 3 de faible diametre interne. 

Egalement de preference, le module de pompage 1 est agence de maniere 
a permettre ('utilisation de solvants organiques ou de solvants salins aqueux ou 
encore de combinaisons de ces solvants. 

Les sorties du module de pompage 1 alimentent I'entree d'un repartiteur 4 
presentant par exemple une forme en etoile, ou toute autre forme permettant 
d'assurer un debit de fluides porteurs identique sur les differentes entrees 
d'alimentation 5 d'un controleur 6. Le nombre d'entrees est preferentiellement 
identique au nombre de canaux de separation 12-i formes dans la phase 
stationnaire 3. 

Bien entendu, chaque sortie du repartiteur 4, qui alimente une entree 5 du 
controleur 6, peut etre equipee d'une vanne de controle d'acces de maniere a 
permettre des traitements sur un nombre restreint de canaux 12 de la colonne plate 
3, et ainsi eviter d'utiliser, a vide, certaines parties de la colonne plate. 

Bien entendu, en variante, la repartition peut egalement se faire sous la 
forme de circuits micro-fluidiques, du type de ceux qui seront decrits plus loin avec 
le module de separation 7. 

Le controleur 6 est equipe d'un dispositif permettant de surveiller les 
caracteristiques des fluides porteurs qui circulent dans ('installation. II pourra s f agir, 
par exemple, de' capteurs de pression permettant d'estimer la resistance a 
Tecoulement du debit de fluide programme. Le controleur 6 peut egalement 
comporter des dispositifs d'equilibrage des pressions dans les differents canaux 12 
de la colonne plate 3. Ces dispositifs d'equilibrage peuvent fonctionner, par 
exemple, par controle de recoupment. II pourra s'agir, par exemple, de vannes a 
debit variable. 
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Les differentes sorties du controleur 6 (ici au nombre de 9) alimentent des 
premieres entrees 8-i (dans cet exemple i = 1 a 9) d'un module d'injection 9. Ce 
dernier comporte, de preference, une multiplicity de vannes d'injection 10-i du type 
dit "a boucle interne" ou "a boucle exteme". De telles vannes d'injection a boucle 

5 sont bien connues de I'homme du metier, et par consequent elles ne seront pas 
decrites en detail ici. Elles comportent chacune, en plus d'une premiere entree 8-i, 
une seconde entree 11-i pour recevoir un echantillon, une premiere sortie 13-i pour 
alimenter les canaux 12-i de la colonne plate 3, ainsi que, de preference, une 
seconde sortie (non representee) pour evacuer un trop-plein de solvant (ou fluide 

10 porteur ou encore eluent) et/ou un trop-plein d'echantillon. 

Les secondes entrees 11-i des differentes vannes d'injection 10-i sont soit 
toutes raccordees aux sorties paralleles d'un dispositif d'approvisionnement en 
echantillons 14 (qui contient en ce cas, et comme illustre, autant de sorties 27-i qu'il 
y a de vannes d'injection), soit susceptibles d'etre raccordees a I'extremite d'un bras 
15 a deplacement tridimensionnel (de type XYZ) d'un robot. 

Ce dispositif d'approvisionnement en echantillons (ou robot) 14 peut etre 
utilise, soit pour introduire au niveau des secondes entrees 11-i du module 
d'injection 9 des echantillons prealablement prepares, soit pour preparer lui-meme 
les echantillons avant qu'ils ne soient achemines au niveau desdites secondes 
20 entrees 11-i. Dans ce second cas, la preparation des echantillons peut consisfer en 
une dilution dans le solvant .qui alimente la premiere entree 8-i de chaque vanne 
d'injection 10-i. Pour permettre ce type de preparation, il peut etre avantageux de 
coupler le module de pompage 1 au dispositif d'approvisionnement 14. 

D'autres types de preparation d'echantillons peuvent etre envisages. Ainsi, 
25 il est possible d'adjoindre a I'un des echantillons a traiter une molecule destinee a 
modifier son comportement specifique lors de la separation chromatographique 
dans la colonne plate 3, ou destinee a favoriser la detection de certaines molecules 
d'interet, par exemple par fluorescence. 

Le mode de preparation par dilution peut etre egalement utilise pour 
30 generer des gammes d'etalonnage. 

* *> 

L'introduction d'un echantillon (prepare ou non) peut s'effectuer a Taide 
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d'une seringue introduite dans la seconde entree 11 -i de chaque vanne 10-i. Cette 
etape d'approvisionnement des vannes d'injection 10-i peut s'effectuer pendant un 
precedent cycle de separation d'echantillons. Bien entendu, au lieu "d'une unique 
aiguille manipulee par un bras a deplacement tridimensionnel, on peut prevoir une 
multiplicity d'aiguilles (en nombre egal a celui des secondes entrees 1 1-i du module 
d'injection 9, de maniere a permettre une introduction simultanee d'echantillons. 

Les vannes d'injection 10-i peuvent posseder leur propre motorisation, ou 
bien une motorisation commune, pilotee par le robot d'approvisionnement ou 
directement par le module de commande, programmable. Comme mentionne 
precedemment, ce module de commande pilote, de preference, tous les 
composants de I'installation, et notamment le module de pompage 1 , le repartiteur 
4, le controleur 6, le robot d'approvisionnement 14, les differentes vannes d'injection 
10-i, le module de separation 7, et un module de detection 15 et un module de 
collecte 16 qui seront decrits plus loin. 

Les premieres sorties 13-i des vannes d'injection 10-i alimentent les 
differentes entrees du module de separation 7. Celui-ci est realise sous la forme 
d'une chambre 17 adaptee pour recevoir au moins une couche formant la colonne 
plate de separation 3 qui definit une ou deux phases stationnaires. Cette couche 
(ou en anglais "sorbent layer") peut etre constitute de poudre ou particules de gel 
de silicate, alumine, silicate de magnesium, talc a base de composants 
inorganiques, cellulose, resine synthetique, polyamides, a base de composants 
organiques, ou bien de derives ou melanges de certains de ces composants. Elle 
est deposee sur une plaque support. II est clair que le materiau utilise et son etat de 
surface (granularite, porosite et analogue) dependent du type des echantillons a 
traiter. 

Bien entendu, I'injection put s'effectuer simultanement (ou en parallele), ou 
sequentiellement (ou en serie). 

La chambre de separation 17 etant celle qui est classiquement utilisee en 
OPLC, elle ne sera "done pas decrite en detail ci-apres. En d'autres termes, tout 
type de chambre d'OPLC peut etre utilise dans une installation selon I'invention, 
qu'il s'agisse d'une chambre classique a joint peripherique ou d'une chambre 
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complexe a controle de pression du type de celle decrite dans le document brevet 
FR 0000063 de la demanderesse. D'autres types de chambres d'OPLC peuvent 
etre egalement envisagees. Ainsi, on peut envisager une chambre dans laquelie on 
effectue la separation des constituants d'echantillons en utilisant la face inferieure 
5 de la phase stationnaire. On peut egalement envisager une chambre dans laquelie 
on effectue ia separation des constituants d'echantillons en utilisant simultanement 
les faces superieure et inferieure de la phase stationnaire. 

Preferentiellement, cette chambre 17 comporte un tiroir extractive a 
ouverture et fermeture automatises, controle par le module de commande, et dans 

10 lequel peut etre place une ou plusieurs colonnes plates 3, ainsi qu'un dispositif 
permettant d'exercer une pression externe sur Tune des faces (superieure ou 
inferieure) de la (ou chaque) colonne plate 3. Bien entendu, la chambre 17 
comporte une multiplicite d'entrees pour alimenter les differents canaux 12-i formes 
dans la colonne plate 3. Par ailleurs, la chambre 17 comporte une multiplicite de 

is sorties 18-i pour evacuer les fluides et/ou les echantillons traites dans les differents 
canaux de separation 12-i. Le tiroir extractive peut faire partie d'une cassette 
extractive realisee sous la forme d'une boTte equipee d' entrees/sorties et de circuits 
fluidiques. 

Preferentiellement, et comme illustre sur les figures 1 a 3, les canaux- 12-i 
20 formes dans la colonne plate 3 presentent, dans une vue en coupe longitudinale, 
une forme trapezoid ale, le petit cote du trapeze etant utilise comme entree 19-i du 
canal 12-i et le grand cote servant de sortie 20-i audit canal. 

Cette forme trapezoTdale est particulierement avantageuse dans la mesure 
ou elle permet de creer un champ de vitesse decroissant (lineaire) suivant I'axe 
25 longitudinal du canal 12-i. Ainsi, la partie posterieure d'un pic donne possede une 
vitesse superieure a celle de la partie anterieure dudit pic, ce qui favorise la 
focalisation des pics. 

Comme illustre sur les figures 2 et 3, et dans le but d'optimiser le nombre 
de canaux 12-i, on peut former sur une meme colonne plate 3 une alternance de 
30 premiers canaux 12-i, 12-i+2 (par exemple trapezoidaux) dont les entrees 19-i, 19- 
i+2 sont toutes placees d'un meme cote et de seconds canaux trapezoidaux 12-i+1 
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dont les sorties 20-i+1 sont placees du cote des entrees des premiers canaux. Bien 
entendu, dans ce cas la chambre de separation 17 comporte de chaque cote une 
alternance d'entrees et de sorties 1 9-i et 20-i. 

Dans une autre variante, les entrees 13-i de la chambre 17 peuvent 
alimenter un premier endroit choisi place, sensiblement, au milieu de la colonne 
plate 3 et alimentant deux series de canaux 12-i orientees de facon opposee en 
assurant ainsi un mode de separation bi-directionnel comportant une multiplicite 
d'entrees et deux multiplicites de sorties, les deux multiplicites de canaux 12 ainsi 
formees pouvant etre, eventuellement, formees dans des materiaux differents. 

Dans le cas de canaux de forme trapezo'i'dale, au lieu de debuter la 
separation au niveau du petit cote du trapeze (ce qui convient bien dans le cas 
d'une elution par un solvant de type isocratique), on peut debuter la separation au 
niveau du grand cote du trapeze (ce qui convient bien dans le cas d'une elution par 
un gradient de solvant). 

Bien entendu, d'autres formes de canaux peuvent etre envisagees, et 
notamment des canaux presentant une entree en forme d'entonnoir (ou evasee), 
prolongee par une partie principale sensiblement lineaire. 

Par definition, on designe par « premier endroit choisi » un endroit 
alimentant I'entree 1 9-i d'un canal 12-i, et par « second endroit choisi » un endroit 
alimente par la sortie 20-i d'un canal 12-i. 

Dans une autre variante, deux colonnes plates (ou plus) peuvent etre 
superposees I'une au dessus de I'autre et separees par leur base. Dans ce cas, les 
entrees et les sorties de la chambre peuvent etre superposees. 

Dans une autre variante illustree sur la figure 3, on peut placer en serie 
deux colonnes plates differentes, ou bien une colonne plate 3 constitute de deux 
parties 21 et 22 realisees dans des materiaux de preference differents ou dans un 
meme materiau mais presentant des proprietes differentes, par exemple des 
granulomeres differentes. A titre d' exemple, on peut prevoir une grosse 
granulometrie en entree, sur une petite distance, suivie par une granulomere plus 
fine, sur une grande distance. 
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Les colonnes plates 3 sont constitutes, de preference uniformement, d'une 
meme phase stationnaire placee sur un meme support (qu'il s'agisse d'un support 
de phase normale ou de phase inversee, ou d'un support pour I'echange d'ions ou 
pour la chromatographie d'affinite, ou encore pour la chromatographie d' exclusion). 

Une autre variante consiste a placer en serie deux colonnes plates, par 
exemple dans deux chambres successives, sur lesquelles sont mises en oeuvre 
deux techniques de chromatographie differentes, comme par exemple une 
chromatographie d'exclusion, suivie d'une chromatographie d'echange d'ions. 

On peut egalement envisager de « separer » les canaux par des barrieres 
fluidiques, par exemple en faisant circuler un eluent (ou I'eluent) entre lesdits 
canaux. Cela permet de reduire notablement les effets de bords des fronts 
d'echantillons dans les canaux. 

On peut egalement envisager d'ajouter, en amont des entrees de la 
chambre 17, une colonne de chromatographie pour chaque canal 12-i de la 
colonne plate 3 qui est logee dans cette chambre. 

La phase stationnaire 3 placee a I'interieur de la chambre 17 presente des 
dimensions standard, typiquement 200 mm x 200 mm x 0,005 a 5 mm. J * 

Par ailleurs, et comme indique precedemment, la chambre comporte des 
moyens de pressurisation permettant d^ppliquer une pression externe comprise 
entre environ 1 bar et 100 bars, typiquement 50 bars. Preferentiellement, la 
pression peut etre fixee par pas de 1 bar a +/- 0,5 bar pres. Par ailleurs, cette 
pression externe est avantageusement homogene sur toute la surface. 

A titre d'exemple non limitatif, les moyens de pressurisation peuvent 
comporter un film flexible impermeable, par exemple en teflon, place au-dessus de 
la face superieure de la colonne plate 3. La pression qui est exercee sur ce film a 
Taide d'un fluide de pressurisation plaque ledit film contre la face superieure de la 
colonne plate en lui transferant la pression. Lorsque la colonne plate 3 est 
initialement logee dans une cassette destinee a etre introduite dans la chambre 17, 
la paroi superieure de la cassette peut, eventueliement, comprendre le film flexible 
de pressurisation externe. 
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«■ Le film flexible peut comporter des passages etanches pour ('introduction 
des echantillons a traiter et des solvants en regard des premiers endroits 19-i des 
canaux 12-i. On peut egalement, eventuellement, prevoir une chambre equipee 
d'entrees pour le fluide porteur et d'entrees pour les echantillons. Bien entendu, 
dans ce cas, les injecteurs 10-i ne servent qu'a alimenter la colonne plate en fluide 
porteur, les echantillons etant alors directement introduit au niveau des premiers 
endroits de la colonne plate 3. 

^installation selon I'invention peut en effet fonctionner soit par injection des 
echantillons au niveau du module d'injection 6, soit par injection des echantillons 
directement dans la chambre 17, soit encore par introduction des echantillons sur la 
colonne plate 3 avant que celle-ci ne soit placee a Pinterieur de la chambre 17. 

La pression exterieure qui est appliquee sur la colonne plate 3 est, comme 
mentionne precedemment, programmee a I'aide du module de commande. Cette 
pression peut, selon les besoins, varier au cours du cycle de separation. 

Le fluide de pressurisation peut etre un gaz ou un liquide tel que de I'huile. 
Ce fluide de pressurisation circule de preference dans un circuit ferme qui 
debouche dans un reservoir de fluide de pressurisation externe, lequel peut etre 
loge dans le module de pompage 1 et couple a une micro-pompe controlee par le 
module de commande de ('installation. 

D'autres moyens de pressurisation externe peuvent etre envisages, comme 
par exemple des moyens mecaniques, ou pneumatiques, ou analogues. 

L'alimentation de la colonne plate 3 en fluide porteur et/ou echantillons peut 
etre effectuee a I'aide de circuits micro-fluidiques construits entre deux lamelles en 
teflon, par exemple. 

De preference, les colonnes plates 3 utilisees sont de faible volume de 
maniere a limiter la quantite de solvant (ou fluide porteur) necessaire a la 
separation en parallele. Ainsi, une colonne de 100 pm d'epaisseur comportant 8 
canaux de separation paralleles, presente un volume total de 25pl par cm de 
longueur de colonne. 

La colonne plate 3 (ou phase stationnaire) pourra comporter plusieurs 
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zones identiques ou differentes, chacune permettant d'effectuer un traitement 
particulier (separation et/ou analyse). Dans ce cas, les moyens de pressurisation 
exteme utilises dans les differentes zones pourront etre eventuellement differents, 
ou bien ils pourront etre identiques mais assurer des pressions differentes. 

De preference, ('installation comporte egalement des moyens de regulation 
de temperature (non representes). Ces moyens de regulation sont destines a 
reguler en temperature la colonne plate 3 ainsi qu'eventuellement les solvants (ou 
fluides porteurs). Dans les separations classiques, la temperature est fixee et 
.maintenue pendant toute la phase de separation. Cependant, dans certains cas, il 
est necessaire de faire varier la temperature en cours de separation de maniere a 
modifier I'affinite ou I'hybridation de certaines molecules, par exempie. 

En variante, au lieu de faire varier la temperature a I'interieur d'une unique 
chambre de separation, on prevoit un module de separation 7 equipe de deux 
chambres 17 montees en serie, dans lesquelles les temperatures sont differentes. 
Dans ce cas, comme on le verra plus loin, il est avantageux de prevoir, en sortie de 
la premiere chambre, des moyens de detection, de preference de type non irivasif, 
couples a des vannes, de type trois voies, de maniere a aiguiller vers la seconde 
chambre de separation une fraction des composants d'echantillons separes, et 
selectionnes par les moyens de detection. 

La chambre de separation 17 peut, par ailleurs, comporter des electrodes 
aiimentees par un module d'aiimentation en courant a haute tension, en vue d'une 
separation par electro-chromatographie ou electrophorese. Ces electrodes peuvent 
etre placees parallefement ou perpendiculairement au debit, Telectrophorese 
sWectuant soit simultanement, sdit sequentiellement, relativement a la separation 
par la phase mobile. La separation chromatographique et electrophoretique peut 
etre effectuee simultanement ou sequentiellement sur la phase stationnaire pre- 
mouillee, en utilisant des electrodes paralleles ou perpendiculaires au flux. 
X'electrophorese est bien entendu effectuee en phase humide (ou mouiilee). 

Le remplacement d'une colonne plate 3 dans la chambre de separation 17 
se fait, de preference, a Taide d'un bras a deplacement tridimensionnel pilote par le 
module de commande. II peut eventuellement s'agir du meme bras que celui utilise 
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pour alimenter les injecteurs 10«i en echantillons, mais il est preferable d'utiliser 
deux bras differents et specialises. Par exemple, le retrait du support sur lequel se 
trouve place la coionne plate 3 peut s'effectuer a I'aide d'une ventouse placee a 
Pextremite du bras, ou bien par collage magnetique (par exemple lorsque le support 
• de la phase stationnaire est metallise on peut utiliser un outil de prehension equipe • 
d'un electro-aimant). 

La chambre de separation 17 est agencee pour interdire Tevacuation de 
Pair contenu dans les canaux de separation 12-i pendant que le fluide porteur (ou 
eluent ou encore phase mobile) se dirige vers Tentree 19-i des canaux de 
separation 12-i, jusqu'a ce que la pression d'alimentation en fluide porteur devienne 
egale a 80% environ de la pression externe appliquee sur la coionne plate 3. 
Ensuite, les sorties 18-i sont ouvertes. 

Comme cela est illustre sur la figure 1, les sorties 18-i de la chambre de 
separation 17 alimentent un module de detection permettant d'effectuer un type 
d'analyse choisi simultanement sur les differents echantillons separes dans les 
canaux 12-i de la coionne plate 3. Par exemple, le module de detection 15 
comporte une multiplicity de capillaires 23-i de diametre interne choisi et presentant 
en au moins un endroit choisi une zone transparente pour permettre le passage 
d'un rayon lurnineux de detection soit transversalement dans leur epaisseur, soit 
longitudinalement lorsque le capillaire presente une forme repliee de type en « Z ». 
La detection transversale est preferable dans les applications preparatives, tandis 
que la detection longitudinale assure une meilleure sensibilite dans les applications 
analytiques. 

Ce type de detection photonique non-invasive s'effectue de preference 
dans le domaine du visible et/ou de Puitra-violet. II est avantageux de prevoir dans 
une meme installation piusieurs types de detection photonique dans des gammes 
de longueurs d'onde differentes, de maniere a augmenter le nombre duplications 
possible. Dans ce cas, le module de commande pilote le module de detection de 
maniere a selectionner une longueur d'onde choisie par Putilisateur. La lumiere de 
detection peut etre acheminee au niveau des capillaires 23-i, a I'aide de fibres 
optiques '24-i (partiellement representees) et recueillie, apres traversee des 
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capillaires, par cTautres fibres optiques (non representees). 

Bien entendu, d'adtres types de detection peuvent etre prevus soit a la 
place de la detection photonique decrite ci-avant, soit en complement de celle-ci (on 
parte alors de seconds moyens de detection). On citera par exemple la detection de 
fluorescence, la detection par refractometrie, la detection par diffraction de lumiere, 
ou la detection par spectrometrie de masse. 

Lorsque deux types differents de detection sont assures par Installation, il 
est preferable que ceux-ci soient montes en serie, la detection non-invasive etant 
placee la plus en amont. La detection invasive peut porter sur tout ou partie du 
volume fluidique ayant fait I'objet de la separation. 

Un multiplexage des echantillons traites peut etre effectue soit en amont de 
Tinjection dans le module de detection, soit dans le spray lorsque le module de 
detection est un spectrometre de masse. 

II est egalement possible d'effectuer une derivation en amont ou aval de la 
colonne plate 3 en adjoignant une molecule destinee a reveler directement ou 

indirectement les molecules separees. II pourra s'agir, par exemple, de molecules 

• fr 

de colorant ou fluorescentes. Les modalites de cette adjonction doivent respecter 

£f - 

les parametres necessaires a Expression optimale de la coloration (par exemple 
des molecules de nihydrine adjointes aux acides amines). 

Preferentiellement et comme illustre sur la figure 1, I'installation comporte 
un module de collecte de fluide (ou phase mobile) 16, alimente par les sorties du 
module de detection 15. Avantageusement, la collecte s'effectue de fagon 
individualisee (ou en parallele) surchacune des sorties du module de detection 15, 
par exemple a I'aide de recipients de collecte 25-i independants les uns des autres. 
Pour collecter les composants separes, on peut utiliser des recipients de type tube 
ou microplaque ou analogue. 

En variante, on peut prevoir en sortie de chaque voie de detection deux 
recipients de collecte independants, couples a une vanne trois voies pilotee par le 
module de commande en fonction des resultats de la detection. Ainsi, il est possible 
d'aiguiller des fractions non interessantes des echantillons. separes dans Tun des 
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recipients pour recolter dans I'autre recipient les fractions jugees interessantes lors 
de la detection. Une telle vanne trois voies peut etre placee directement a 
I'extremite des capillaires 23-i du module de detection 1 5. 

Dans une autre variante, illustree sur la figure 1, on prevoit egalement une 
multiplicite de vannes trois voies 28-i en sortie des capillaires 23-i, mais cette fois-ci, 
Tune des sorties de chaque vanne 28-i gere faeces a un recipient 25-i tandis que 
I'autre sortie alimente un second module de detection 29-i. 

Le second module de detection (ou seconds moyens de detection 29-i) 
peut selon les variantes effectuer soit une analyse simultanee sur une multiplicite 
de voies, soit une analyse sequentielle sur une unique voie, des echantillons traites. 
Ces seconds moyens de detection sont choisis, de preference, dans un groupe 
comprenant un module de detection de fluorescence, un module de detection par 
refractometrie, un module de detection par diffraction de lumiere, et un module de 
spectrometrie de masse. 

D'une fagon generate, tout type de collecte peut etre envisage, soit en 
volume (par exemple on collecte tous les n millilitre), soit en temps (par exemple on 
collecte toutes les n secondes), soit en detection de signal sur un canal, par 
comparaison a un seuil ou bruit de fond. 

Preferentiellement, le module de commande est couple a (ou integre dans) 
un ordinateur 26 comportant des moyens d'affichage 27, tels qu'un moniteur, et des 
moyens ^interface utilisateur, pour permettre la programmation des composants de 
('installation et I'affichage des resultats des detections simultanees, fournis par les 
differents modules de detection (15,29). 

Comme indique precedemment, Tinstallation peut fonctionner selon 
plusieurs modes. Dans un premier mode de fonctionnement, dit "d'infusion- 
transfusion" ou "en ligne", les constituants separes par les canaux 12-i de la 
colonne plate 3 sont identifies et/ou quantifies sur cette meme colonne plate 3 et/ou 
en dehors de ia chambre 17 par analyse de la phase mobile delivree sur ses 
differentes sorties 18-i. Dans ce mode de fonctionnement, il est possible d^ntroduire 
Pechantillon sur la colonne plate 3 (ou phase stationnaire) avant infusion, e'est-a- 
dire avant introduction de la phase mobile. Mais, il peut en etre autrement, une 
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etape d'infusion precedant alors ('introduction de I'echantillon. Le volume necessaire 
a une telle infusion est connu du module de commande des lors que celui-ci 
connaTt le type de phase stationnaire utilise. 

Lorsque Installation fonctionne dans ce mode d'infusion/transfusion, les 
moyens d'infusion/transfusion sont de preference places en sortie (il s'agit par 
exemple d'une vanne de controle placee en sortie de la phase stationnaire, comme 
decrit dans le document FR 0000063), de maniere a faciliter le conditionnement 
d'une nouvelle colonne et a limiter les microbulles d'air qui sont dommageables a la 
detection des constituants separes des echantillons. 

Dans un second mode de fonctionnement, dit "d'infusion" ou "hors ligne", 
on n'effectue qu'une separation des constituants de I'echantillon sur la colonne plate 
3, ('analyse (ou determination) et/ou la quantification de ces constituants 
s'effectuant dans un analyseur externe apres extraction de la colonne plate 3 de 
I'interieur de la chambre de separation 17. Tout type d'analyse connu de I'hpmme 
du metier peut etre envisage. Dans ce mode d'infusion, I'echantillon peut etre place 
avant ou apres introduction de la phase stationnaire a I'interieur de la chambre de 
separation 17. Preferentiellement, on part d'une phase stationnaire 3 "seche", c'est- 
a-dire avant quelle ne soit alimentee en phase mobile (ou fluide porteur). Dans le 
mode d'infusion-transfusion, une fois que la separation est terminee, I'analyse des 
constituants est effectuee sur la phase stationnaire 3 et/ou a Texterieur en utilisant 
la phase mobile qui sort de la chambre de separation 17 par ses sorties 18-i. 

L'invention concerne egalement un procede de traitement d'echantillons par 
separation chromatographique destine a etre mis en ceuvre dans une installation du 
type de celle presentee ci-avant. 1 

De nombreuses applications peuvent etre envisagees pour Installation 
selon l'invention. Une premiere application concerne les separations dites « en 
phase normale » et « en phase inversee ». La phase normale concerne plus 
directement les molecules ou macromolecules de type hydrophile, tandis que la 
phase inversee concerne plus directement les molecules de type hydrophobe 
utilisees dans les phases stationnaires dites « C8 » (comportant des chames 
carbonees de huit carbones) ou « C18 » (comportant des chaines carbonees de 
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dix-huit carbones)). . 

Par exemple, I'analyse des metabolites se fait classiquement en phase 
inversee, de nombreux echantillons devant etre analyses dans un temps tres court. 
Dans ce cas, il est avantageux que les injecteurs du module d'injection preparent 
les echantillons en extrayant les metabolites du milieu biologique. Le module de 
pompage realise, pour ce faire, un gradient de solvant d'acetonytrile (pur ou 
melange ou de methanol (pur ou melange). 

Une seconde application concerne le criblage (ou en anglais "screening") 
de molecules. Dans ce cas, un ligand est couple sur la tete de la phase stationnaire 
de la colonne selon les techniques connues dans le domaine de la 
chromatographic d'affinite. Les molecules ou macromolecules sont alors injectees 
dans les canaux de separation 12-i, et celles qui presentent une affinite pour le 
ligand sont retenues par celui-ci, tandis que les autres sont lavees et eliminees de 
la colonne. Ensuite, on effectue une elution a I'aide d'un solvant approprie 
(presentant une haute concentration en sel, ou en augmentant la temperature, ou 
en utilisant un agent denaturant), de maniere a decrocher les molecules affines. Un 
autre exemple concerne la greffe d'un ligand specifique pour chaque canal de 
separation 12-i. A chaque cycle, une meme molecule ou macromolecule est 
injectee dans les differents canaux de separation de maniere a tester son affinite 
avec une multiplicity de ligands differents. Cela permet d'effectuer un criblage d'une 
bibliotheque de molecules ou macromolecules simultanement. 

Une forme particuliere de chromatographie d'affinite est I'immuno- 
chromatographie, dans laquelle le ligand est un anticorps, de preference 
monoclonal. Une autre forme de chromatographie d'affinite est Thybridation 
moleculaire, dans laquelle le ligand est une chaTne d'acide nucleique 
complementaire de I'acide nucleique que I'on cherche a analyser ou a separer. 

Une troisieme application concerne la separation par echange d'ions. 

Une quatrieme application concerne les applications preparatives 
notamment en chimie combinatoire ou en extraction de produits naturels. 

Toutes les techniques precitees sont bien connues de I'homme du metier. 
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^invention ne se limite pas aux modes de realisation de dispositifs et de 
procedes decrits ci-avant, seulement a titre d'exemple, mais elle englobe toutes les 
variantes que pourra envisager I'homme du metier dans le cadre des revendications 
ci-apres. 

Ainsi, selon les positionnements respectifs des premier(s) et second(s) 
endroits choisis la separation pourra etre unidirectionnelle ou bien bidirectionnelle, 
ou circulaire, ou encore anti-circulaire. Mais tout cela est bien connu de Thomme du 
metier, et ne fait pas I'objet de la presente invention. 

Par ailleurs, on a decrit une installation dans laquelle la chambre de 
separation ne traitait qu'une ou plusieurs phases stationnaires placees les unes a 
cote des autres sur un meme support. Mais la chambre peut etre adaptee pour 
recevoir plusieurs phases stationnaires empilees les unes sur les autres, avec ou 
sans support, et utilisees en serie ou en parallele, avec ou sans intercalate. . 

En outre, on a decrit un mode de realisation dans lequel on introdOisait une 
1 phase mobile liquide pour entrainer les constituants de I'echantilloh. Mais, 
I'invention s'applique egalement lorsque Ton introduit tout d'abord un sofvant puis 
que Ton utilise un gaz tel que de Tair pour deplacer (chasser) le solvant? melange 
aux constituants de I'echantillon. Uair sert alors, en quelque sorte, de phase mobile. 
Cette technique est connue sous le nom de chromatographie « flash ». II en resulte ^ 
que dans tout ce qui precede, la phase mobile doit etre prise dans une definition 
large, a savoir « fluide d'entraTnement ». 
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Reveridications 

1. Installation de traitement d'echantillons par separation 
chromatographique, caracterisee en ce qu'elle comprend : 

5 * des moyens d' alimentation en phase mobile (1,2,4), sous un debit choisi et/ou une 
pression limite choisie, 

* des moyens d'approvisionnement (14) agences pour delivrer separement une 
multiplicite d'echantillons, 

* une multiplicite de moyens d' injection (10-i) comportant chacun au moins une 
10 premiere entree (11-i) propre a recevoir un echantillon delivre par lesdits moyens 

d'approvisionnement (14), une seconde entree (8-i) raccordee aux moyens 
d'alimentation, et au moins une sortie (13-i) agencee pour delivrer la phase mobile 
et/ou I'echantillon, 

* au moins une phase stationnaire (3) definissant au moins une multiplicite de 
is canaux (12-i) de traitement d'echantillon debutant chacun en un premier endroit 

choisi (19-i) et debouchant en un second endroit choisi (20-i), et 

* au moins une chambre (17) agencee pour loger ladite phase stationnaire (3) et 
comportant i) des moyens de pressurisation externe propres a appliquer une 
pression externe d'intensite choisie sur une face de la phase stationnaire, ii) une 

20 multiplicite d'entrees raccordees chacune a la sortie (13-i) d'un moyen d'injection 
(10-i) de maniere a delivrer la phase mobile et/ou lesdits echantillons au niveau des 
differents premiers endroits (19-i), et iii) au moins une premiere multiplicite de 
sorties (1 8-i) pour evacuer la multiplicite d'echantillons traites dans les canaux (12-i) 
et parvenus au niveau des differents seconds endroits. 

25 , 2. Installation selon la revendication 1, caracterisee en ce que lesdits 
moyens d'injection (10-i) sont choisis dans un groupe comprenant les vannes 
d' injection a boucle interne et les vannes d'injection a boucle externe. 

3. Installation selon Tune des revendications 1 et 2, caracterisee en ce 
. qu'elle comprend des moyens de collecte (16) agences pour collecter chaque 
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echantillon traite et/ou phase mobile delivre(s) par chacune des sorties (18-i) de la 
chambre (17), en vue de le(s) stocker dans un recipient (25-i) d'une multiplicite de 
recipients. 

4. Installation selon la revendication 3, caracterisee en ce que lesdits 
5 moyens de collecte (16) sont agences pour effectuer la collecte selon un mode 

choisi dans un groupe comprenant le mode volumique, le mode tempore! et le 
mode de detection de seuil de signal. 

5. Installation selon Tune des revendications 3 et 4, caracterisee en ce 
que lesdits moyens de collecte (16) comportent une multiplicite de sorties et des 

10 moyens d'aiguillage (28-i) agences pour delivrer sur ordre chaque echantillon et/ou 
phase mobile collectee au niveau de Fun desdits recipients et/ou au niveau de Tune 
desdites sorties. 

6. Installation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des premiers moyens de detection (15) agences pour analyser 

is sequentiellement les echantillons traites delivres par les differentes sorties (18-i) de 
la chambre (17). 

7. Installation selon Tune des revendications 1 a 5, caracterisee en ce 
quelle comprend des premiers moyens de detection (15) agences pour analyser 
simultanement les echantillons traites delivres par les differentes sorties (18-i) de la 

20 chambre (17). 

8. Installation selon la revendication 7 en combinaison avec Tune des 
revendications 3 a 5, caracterisee en ce que lesdits premiers moyens de detection 
(15) sont installes entre lesdites sorties (18-i) de la chambre (17) et lesdits moyens 
de collecte (16). 

25 9. Installation selon Tune des revendications 3 a 8, caracterisee en ce 

que lesdits premiers moyens de detection (15) sont agences pour effectuer une 
detection de type non invasif, en particulier une detection photonique dans le 
domaine du visible et/ou de I' ultra-violet. 

10. Installation selon Tune des revendications 8 et 9, caracterisee en ce 
30 qu'elle comprend des seconds moyens de detection (29-i) agences pour analyser 
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simultanement sur une multiplicity de voies, ou sequentiellement sur une unique 
voie, les echantillons traites. 

11. Installation selon la revendication 10, caracterisee en ce que lesdits 
seconds moyens de detection sont choisis dans un groupe comprenant un module 
de detection de fluorescence, un module de detection par refractometrie, un module 
de detection par diffraction de lumiere, et un module de spectrometrie de masse. 

12. Installation selon Tune des revendications 3 a 11, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des moyens de memorisation (26) agences pour stacker les 
resultats delivres par lesdits moyens de detection (15,29). 

13. Installation selon Tune des revendications 1 a 12, caracterisee en ce 
que ladite chambre (17) comporte des electrodes alimentees par un module 
d'alimentation en courant a haute tension, de maniere a effectuer une separation 
par electro-chromatographie, lesdites electrodes etant placees parallelement ou 
perpendiculairement au debit. 

14. Installation selon Tune des revendications 1 a 13, caracterisee en ce 
que lesdits moyens d'approvisionnement en echantillons (14) comprennent un 
dispositif de prehension d'echantillon a deplacement tri-dimensionnel, agence pour 
alimenter en echantillons les differentes premieres entrees (11-i) des moyens 
d'injection (10-i). 

15. Installation selon Tune des revendications 1 a 14, caracterisee en ce 
que ladite chambre (17) est agencee pour recevoir un tiroir extractive comprenant 
ladite phase stationnaire. 

16. Installation selon Tune des revendications 1 a 15, caracterisee en ce 
qu'elle comprend des moyens de regulation agences pour controler la temperature 
d'une partie au moins de la phase stationnaire (3) a I'interieur de la chambre (17). 

17. Installation selon I'une des revendications 1 a 16, caracterisee en ce 
que certains au moins desdits canaux (12-i) formes sur une phase stationnaire (3) 
presentent une forme sensiblement trapezoTdale. 

18. Application de P installation selon I'une des revendications 
precedentes a la separation en phase normale ou en phase inversee. 
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19. Application de I' installation selon Tune des revendications 1 a 17 au 
criblage de molecules par chromatographie d'affinite, en particulier par immuno- 
chromatographie ou par hybridation moleculaire. 

20. Application de I' installation selon Tune des revendications 1 a 17 a la 
separation par echange d'ions. 

21. Application de Installation selon Tune des revendications 1 a 17 a la 
preparation d'echantillons pour la chimie combinatoire ou r extraction de produits 
naturels. 
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